PCT 



ORGANISATION MONDLALE DE LA PROPRIETE INTEL LECTUELLE 
Bureau international 




DEMANDE INTERNATIONALE PUBLEEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MaTTERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets 6 : 

C12N 15/86, 5/10, A61K 48/00, C07K 
14/48, 14/075, 14/82 



Al 



(11) Nume> de publication Internationale: WO 96/11278 
(43) Date de publication Internationale: 18 avhl 1996 (18.04.96) 



(21) Numero de la deraande Internationale: PCT/FR9S/01313 

(22) Date de depot international: 9 octobre 1995 (09.10.95) 



(30) Donnees relatives a la priority : 

94/ 1 2078 1 0 octobre 1 994 ( 1 0. 1 0.94) 



FR 



(71) De*posant (pour tous les Etats disignis sauf US): AS- 

SOCIATION POUR LE DEVELOPPEMENT DE 
LIMMUNOLOGIE MOLECULAIRE-ADIM [FR/FR]; 22, 
rue Mechain. F-75014 Paris (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/De*posants (£/S seulement): CHAVEROT, Nathalie 
[FR/FR]; 10, rue Jeanne-d'Arc, F-75013 Paris (FR). 
COURAUD, Pierre-Olivier [FR/FRJ; 9, rue du Perray, 
F-78610 Auffargis (FR). LATERRA. John [US/US]; 608 
Hastings Road. Baltimore, MD 21286 (US). QUINONERO, 
Jdrdme [FR/FR]; 5, cours du Luzard, F-77186 Noisiel (FR). 
ROUX, Francoise [FR/FR]; 27, avenue d'ltalie. F-75013 
Paris (FR). STROSBERG, Arthur, Donny [BE/FR]; 66, 
rue de Javel. F-75015 Paris (FR). TCHELINGER I AN , 
Jean-Leon [FR/FR]; 44, rue de la Butte-aux-Cailles, 
F-75013 Paris (FR). VIGNAIS, Lionel [FR/FR]; 14, rue 
Domrdmy, F-75013 Paris (FR). 



(74) Mandataire: CABINET ORES; 6. avenue de Messine. F-75008 
Paris (FR). 



(81) Etats designes: AM, AU, BB. BG, BR, BY, CA, CN, CZ, EE. 
FI, GE, HU. IS. JP. KE, KG, KP. KR, KZ, LK, LR, LT, 
LV. MD, MG, MN, MW, MX, NO. NZ, PL, RO, RU, SD, 
SG. SI, SK. TJ. TM. TT, UA. UG. US. UZ, VN. brevet 
europeen (AT, BE, CH, DE. DK. ES, FR. GB. GR, IE, IT. 
LU, MC, NL. PT, SE). brevet OAPl (BF, BJ. CF. CG. CI, 
CM, GA, GN, ML, MR, NE, SN. TD. TG), brevet ARIPO 
(KE. MW. SD, SZ, UG). 



Publiee 



Avec rapport de recherche Internationale. 

Avant i expiration du dilai prtvu pour la modification des 

revendications. sera republic* e si de telle s modifications sont 

recues. 



(54) Tide: IMMORTALIZED LINES OF ENDOTHELIAL BRAIN CELLS AND THERAPEUTICAL APPLICATIONS THEREOF 

(54) Titre: LIGNEES IMMORTALISEES DE CELLULES ENDOTHELIALES CEREBRALES ET LEURS APPLICATIONS THERA- 
PEUTIQUES 

(57) Abstract 

The invention relates to optionally modified immortalized lines of endothelial 
brain cells of mammalians, as well as applications as preventive or curative drug and 
particularly for the treatment of primary and secondary, neurologic or psychiatric 
diseases, including brain tumors, and for stimulating the growth and reproduction 
of breeding animals. The invention also relates to the method for preparing said 
cell lines. The endothelial cell lines of mammalians disclosed are comprised 
of immortalized endothelial brain cells presenting at least one of the following 
characteristics of differentiated endothelial brain cells, in a stable way: the expression 
of endothelial markers, the secretion of vasoactive substances, the expression 
of molecules of the major histocompatilility complex (MHC), the expression of 
hormonal receptors, and the existence of tight junctions; said cell lines comprise a 
nucleic acid fragment having at least one immortalizing fragment of a viral or cellular 
oncogene, optionally associated with at least one selection gene, and an expression 
vector comprising a sequence coding for a polypeptide, a protein or a viral vector, optionally associated with at least one selection gene 
and optionally at least one marker gene, and they are capable in vivo to integrate brain vessels of a host mammalian and produce said 
polypeptide, said protein or said viral vector. 
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(57) Abr*g* 



Lign£es immortal isees dc cellules endothelials c6ne*brales de mammiferes, dventuellement modifiers, ainsi que leurs applications 
commc medicament a visee preventive ou curative et notamment pourle traitement de diffdrents troubles ou maladies primaires et secondares, 
neurologiques ou psychiatriques, y compris les tumeurs c6n*brales et pour la stimulation de la croissance et la reproduction des animaux 
d'elevage. Proce5d6 de preparation desdites lignees. Lesdites lignees de cellules endoth61iales de mammiferes, sont constitutes par des 
cellules endoth61iales ccr^brales immortalisees, presentant au moins Tune des caractenstiques suivantes des cellules endotheMiales c6r6brales 
diffcrenciees. de maniere stable: Texpression de marqueurs endothtfliaux, la secretion de substances vasoactives, l'exprcssion de molecules 
du complexe majeur d'histocompaublitt (CMH), r expression de receptcurs hormonaux, et 1'existence de jonctions serrees, comprennent un 
fragment d'acide nucllique comprenant au moins un fragment immortalisant d'un oncogene viral ou cellulaire, eventuellement associe" a au 
moins un gene de selection, et un vecteur d* expression comprenant une sequence codant pour un polypeptide, une proline ou un vecteur 
viral, eventuellement associt a au moins un gene de selection et dventuellement au moins un gene marqueur et sont capables in vivo de 
s'intdgrer aux vaisseaux cerc'braux d'un mammifere hdte et de produire ledit polypeptide, ladite proline ou ledit vecteur viral. 
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Lignees Immortal 1 sees de cellules endothelials cerebrales et leurs 
applications therapeutl ques 

5 La presente invention est relative a des li- 

gnees immortal isees de cellules endotheliales cerebrales 
de mammiferes, eventuellement modifiees, ainsi qu'a leurs 
applications comme medicament a visee preventive ou cura- 
tive et notamment pour le traitement de differents trou- 

10 bles ou maladies primaires et secondaires, neurologiques 
ou psychiatriques , y compris les tumeurs cerebrales. 

Depuis quelques annees, de nouvelles methodes 
de traitement d'un certain nombre de troubles neurologi- 
ques, anterieurement consideres comme refractaires a tous 

15 les traitements convent i onnels , font appel a la therapie 
genique. Ces nouvelles methodes sont liees notamment aux 
progres realises dans le domaine de la construction de 
vecteurs d' expression efficaces, de transporteurs de 
transgenes viraux et cellulaires et dans la caracterisa- 

20 tion de cellules cibles appropriees a la therapie genique 
du systeme nerveux. 

Deux approches differentes sont essentielle- 
ment proposees pour realiser le transfert de genes dans 
le systeme nerveux : une approche dite in vivo qui est 

25 concentree sur le transfert direct du materiel genet ique 
aux cellules in vivo, en utilisant des agents viraux et 
chimiques et une approche ex vivo, qui se caracterise en 
ce que le transfert genique est effectue dans des cellu- 
les en culture, qui sont ensuite implantees dans 

30 l'organisme h6te. Cette derniere approche comprend des 
etapes de manipulations moleculaires , de clonage et 
d' implantation des cellules, de maniere a permettre la 
distribution des substances actives chez I'hote (SUHR 
S.T. et al., Arch. Neurol., 1993, 5£, 1252-1268). 

35 De nombreux troubles neurologiques sont en 

rapport avec des lesions ou dysfonctions focalisees du 
systeme nerveux et ont done 6te choisis pour tester ces 
techniques . 
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Les premiers essais, dans ce domaine ont es- 
sentiellement concernes des maladies neurodegeneratives, 
telles que la maladie d' Alzheimer ou la maladie de 
Parkinson et comprennent la greffe intracerebrale de 
5 tissu neural foetal ou de tissu medullo-surrenalien dans 
le cerveau (BJORKLUND A. , TINS , 1991, 14, 8, 319-322). 

L' utilisation de tissus nerveux primaires 
d'origine foetale, pour la transplantation cellulaire en 
therapie humaine est une source de nombreux problemes 

10 ethiques et pratiques ; une alternative a ce probleme est 
1 ' utilisation de lignees cellulaires primaires d'origine 
neurale (neurones, cellules gliales, astrocytes par exem- 
ple) ou de lignees cellulaires non neurales 
(f ibroblastes, myoblastes, cellules chromaf fines de la 

15 medulo-surrenale, hepatocytes, par exemple) (GAGE FH et 
al., Trends Neurosci., 1991, 14, 328-333). Bien que les 
lignees cellulaires de medullo-surrenale, de f ibroblastes 
ou de myoblastes puissent ef f ectivement liberer des subs- 
tances actives in vivo, elles ne sont pas normalement 

20 presentes dans le systeme nerveux, peuvent modifier la 
fonction normale du systeme nerveux et entrainer une 
reaction de re jet. 

Or, dans le but de traiter des troubles ou 
maladies neurologiques ou psychiatriques , y compris des 

25 tumeurs cerebrales, delimites ou non a une zone specif i- 
que du cerveau, il est necessaire de disposer d'un vec- 
teur cellulaire qui puisse parfaitement s ' integrer au 
tissu nerveux, tout en exprimant, de maniere stable, une 
substance bioactive, notamment une proteine. 

30 En consequence, les Inventeurs se sont donne 

pour but de pourvoir a un vecteur cellulaire qui repond 
mieux aux besoins de la pratique, notamment en ce qu'il 
exprime, de maniere stable et in vivo, au moins un poly- 
peptide ou une proteine, prealablement selectionne ou un 

35 vecteur viral, en ce qu'il soit d'origine cerebrale, ca- 
pable de s' integrer a la vascularisation cerebrale nor- 
male et en ce qu'il soit bien toler6. 
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La presente invention a pour objet des lignees 
de cellules endotheliales de mammif eres , caracterisees : 

. en ce qu'elles sont constitutes par des cel- 
lules endotheliales cerebrales immortalisees , presentant 
5 au moins l'une des caracteris tiques suivantes des cellu- 
les endotheliales cerebrales dif f erenciees , de maniere 
stable : 

- 1' expression de marqueurs endotheliaux, 

- la secretion de substances vasoactives, 

10 - 1' expression de molecules du complexe ma j eur 

d' histocompatibility (CMH) , 

- 1' expression de recepteurs hormonaux, et 

- 1" existence de jonctions serrees, 

en ce qu'elles comprennent un fragment 

15 d'acide nucleique comprenant au moins un fragment iromor- 
talisant d'un oncogene viral ou cellulaire, eventuelle- 
ment associe a au moins un gene de selection, et un vec- 
teur d' expression comprenant une sequence codant pour un 
polypeptide, une proteine ou un vecteur viral, eventuel- 

20 lement associe a au moins un gene de selection et even- 
tuellement au moins un gene marqueur et 

en ce qu'elles sont capables in vivo de 
s ' integrer aux vaisseaux cerebraux d'un mammif ere hote et 
de produire ledit polypeptide, ladite proteine ou ledit 

25 vecteur viral. 

On entend, au sens de la presente invention, 
par vecteur d' expression, tout fragment d'acide nucleique 
integre dans le genome ou present au niveau 
cytoplasmique, et capable de permettre 1' expression 

30 desdits polypeptide, proteine ou vecteur viral. 

Selon un mode de realisation avantageux 
desdites lignees, le fragment d'acide nucleique compre- 
nant au moins un fragment immortalisant d'un. oncogene 
contient le gene de la resistance a la neomycine et un 

35 fragment de 1 ' oncogene T de SV40. 

Selon un autre mode de realisation avantageux 
desdites lignees, le fragment d'acide nucleique compre- 
nant au moins un fragment immortal isant d'un oncogene 
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contient la region precoce E1A du genome de 1 ' adenovirus 
2 et le gene de resistance a la neomycine. 

Selon un autre mode de realisation avantageux 
desdites lignees, ledit vecteur d' expression est un vec- 
5 teur retroviral, notamment un vecteur MFG. 

De maniere preferee, le vecteur retroviral est 
un vecteur MFG-NB defectif pour la replication. 

Lesdits vecteurs sont notamment decrits dans 
MULLIGAN et al. (Proc. Nat. Ac. Sci . USA, 1984, 81, 6349- 
10 6353) et FERRY et al . (Proc Natl Acad. Sci. USA, 1990, 88, 
8377-8381) . 

Egalement de maniere preferee, lesdites cellu- 
les endotheliales sont des cellules de capillaires cere- 
braux . 

15 Des essais mettant en oeuvre des cellules en- 

dotheliales primaires vasculaires non immortal isees peri- 
pheriques ont ete decrits, mais ne constituent pas un 
vecteur approprie, en ce qu'elles ne constituent pas une 
source pure, homogene et suffisante, en vue d'une appli- 

20 cation reproductible aux transplantations et en ce 
qu'elles ne presentent pas le phenotype endothelial cere- 
bral . 

Selon encore un autre mode de realisation 
avantageux desdites lignees cellulaires, la sequence co- 

25 dant pour un polypeptide ou une proteine est selectionnee 
parmi les sequences codant pour : des enzymes, telles que 
des proteases, des inhibiteurs d' enzymes, tels que des 
inhibiteurs de proteases, des cytokines, des neuro- 
transmetteurs , des neurotrophines , des facteurs de crois- 

30 sance, des toxines, des antimetabolites, des neurohormo- 
nes, des gangliosides , des antibiotiques , des facteurs 
thrombolytiques , des facteurs coagulants, des facteurs 
vasodilatateurs ou vasoconstricteurs , des facteurs hypo- 
ou hypercholesterolemiants , des facteurs hyper- ou hypo- 

35 glycemiants ou toute autre substance d'inter£t. 

Conformement a 1' invention, lesdites cellules 
endotheliales comprennent avantageusement , en tant que 
fragment immortal isant, la region precoce E1A du genome 
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de 1' adenovirus 2 et le gene de resistance a la neomycine 
et en tant que vecteur d' expression, un vecteur retrovi- 
ral MFG-NB contenant le gene nls-lacZ codant pour la {5— ga- 
lactosidase. Cette lignee cellulaire a ete denommee RBEZ 
5 par les Inventeurs . 

Conf ormement a 1' invention, ladite lignee a 
ete deposee sous le n° 1-1481 en date du 10 octobre 1994 
aupres de la Collection Nationale de Cultures de Micro- 
organismes tenue par l'Institut Pasteur. 

10 Egalement conf ormement a 1' invention, lesdites 

cellules endotheliales comprennent avantageusement , en 
tant que fragment immortalisant , la region precoce El A du 
genome de 1 ' adenovirus 2 et le gene de resistance a la 
neomycine et en tant que vecteur, un vecteur retroviral 

15 pMoMuLVis isNGF codant pour le p-NGF murin. 

Cette lignee cellulaire a ete denommee 
RBE/NGF-4 par les Inventeurs. 

Conf ormement a 1' invention, ladite lignee a 
ete deposee sous le n° 1-1482 en date du 10 octobre 1994 

20 aupres de la Collection Nationale de Cultures de Micro- 
organismes tenue par l'Institut Pasteur. 

De maniere inattendue, de telles cellules en- 
dotheliales de capillaires cerebraux s ' integrent bien a 
la vascularisation cerebrale, sont tres bien tolerees et 

25 liberent, in vivo, sur une longue periode, la substance 
active qu'elles expriment et trouvent application a la 
preparation d'une composition pour le traitement des 
troubles ou maladies primaires et secondaires neuro- 
logiques ou psychiatriques , y compris les tumeurs c6re- 

30 brales ou pour stimuler la croissance et la reproduction 
des animaux d'elevage (volailles, ovins , bovins, porcins, 
equides , lagomorphes , rongeurs etc . . . ) . 

En particulier, dans le noyau basal et dans le 
striatum, de nombreuses cellules endotheliales greffees 

35 conformes a 1' invention adoptent une localisation vascu- 
laire. Dans les deux sites d' implantation un nombre non 
negligeable de cellules greffees ne sont pas associees au 
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reseau vasculaire de l'hote. Cette localisation non vas- 
culaire n'entraine pas une exacerbation de la mort cellu- 
laire et ceci encore a 1 an apres 1 ' implantation. 

Conf ormement a 1' invention, le vecteur viral 
5 est avantageusement un cytomegalovirus (CMV) modifie 
(vecteur viral integratif ) . 

La presente invention a egalement pour objet 
des compositions, caracterisees en ce qu'elles compren- 
nent au moins une lignee de cellules endotheliales cere- 
10 brales conformes a 1' invention, associee a au moins un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

De telles compositions contiennent de prefe- 
rence entre 10* et 10 5 cellules endotheliales/|il . 

De telles compositions peuvent etre avantageu- 
15 sement adminis trees par voie intracranienne , voie sous- 
cutanee, voie intra-cerebroventriculaire , voie subdurale, 
voie veineuse ou arterielle (intracarotide, par exemple) , 
voie intramusculaire , voie intrathecale . 

Conf ormement a 1' invention, lesdites cellules 
20 endotheliales peuvent etre des cellules de meme espece 
que l'hote (allogreffe ou homogreffe) ou d' espece diffe- 
rente (xenogref fe) . 

La presente invention a egalement pour objet 
un precede d'obtention d'une lignee cellulaire modifiee 
25 conforme a 1' invention, lequel procede est caracterise en 
ce que: 

(1) on realise une premiere transfection par : 
culture de cellules endotheliales cere- 
brales, de preference de microvaisseaux cerebraux, dans 
30 un milieu de culture convenable, supplements en serum et 
en facteurs de croissance, 

- transfection desdites cellules entre le 2eme 
et le Seme passage avec un fragment d'acide nucleique 
comprenant au moins un fragment immortalisant d'un onco- 
35 gene viral ou cellulaire et eventuellement au moins un 
gene de selection, notamment un gene codant pour la re- 
sistance a un antibiotique, 
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- selection des cellules transf ectees sur un 
milieu de selection adapte audit gene de selection, si 
necessaire, 

(2) puis on realise une transf ection des cel- 
5 lules obtenues en (1) avec un vecteur contenant la 
sequence de polypeptide ou de proteine a produire ou un 
vecteur viral a exprimer. 

De maniere preferee, la transf ection de 
l'etape (2) est realisee avec un vecteur retroviral dans 

10 lequel la sequence codant pour la proteine a exprimer a 
ete prealablement incorporee . 

De maniere preferee, l'etape (1) permet 
d'obtenir des cellules RBE4 ( immortalisees par transf ec- 
tion avec un plasmide contenant la region precoce E1A du 

15 genome de 1' adenovirus 2 et le gene de resistance a la r 
neomycine sous controle du promoteur SV40, qui sont depo- : 
sees sous le n° 1-1142 aupres de la Collection Nationale < 
de Cultures de Micro-organismes (CNCM) tenue par 
1 ' Institut Pasteur . 

20 La presente invention a egalement pour objet, 

un modele d'etude de 1 ' integration cerebrale de cellules 
vectrices de substances actives, au niveau du cerveau, 
caracterise en ce qu'il comprend une lignee cellulaire 
REBZ , conforme a 1' invention. 

25 La presente invention a egalement pour objet 

un modele d'etude et d' identification des systemes bio- 
chimiques et cellulaires de la barriere hemato-encepha- 
lique in vitro, caracterise en ce qu'il comprend au moins 
une lignee cellulaire conforme a 1' invention. 

30 La presente invention a, en outre, pour objet 

un procede de production d'un polypeptide ou d'une pro- 
teine, caracterise en ce qu'il comprend la mise en oeuvre 
d'au moins une lignee de cellules endotheliales conforme 
a 1' invention, dans un bioreacteur convenable. 

35 Outre les dispositions qui precedent, 

1 ' invention comprend encore d'autres dispositions, qui 
ressortiront de la description qui va suivre, qui se re- 
fere a des exemples de mise en oeuvre du procede objet de 
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la presente invention ainsi qu'aux dessins annexes, dans 
lesquels : 

- la figure 1 illustre 1' etude in vitro de 
1' expression du transgene NGF dans les cellules RBE/NGF, 

5 par hybridation in situ ; 

- les figures 2 et 3 illustrent la stimulation 
du bourgeonnement axonal de cellules PC12, obtenue a 
partir du surnageant des cellules RBE/NGF, in vitro ; 

- la figure 4 illustre le premarquage des cel- 
lo lules RBE4 avant la transplantation, par le colorant nu- 

cleaire HOECHST 33342 (bisbenzimide) ; 

- la figure 5 illustre la visualisation des 
cellules premarquees au colorant Hoechst, apres trans- 
plantation dans le cerveau de rat adulte ; 

15 - la figure 6 illustre 1 ' etude de 

1 ' integration morphologique et f onctionnelle des cellules 
RBEZ par visualisation de 1' expression du transgene nls- 
lacZ et du marqueur antigenique d'integrite de la bar- 
riere hemato-encephalique (BHE) , 1 ' EBA (endothelial bar- 

20 rier antigen) ; 

- la figure 7 illustre l'6tude ultrastructu- 
rale en microscopie electronique, demontrant 1' integra- 
tion morphologique et f onctionnelle des cellules RBEZ 
apres greffe intracerebrale par visualisation de I'ex- 

25 pression du transgene nls-lacZ ; 

- la figure 8 illustre 1 1 etude de 1 ' integra- 
tion morphologique et f onctionnelle des cellules RBEZ 
apres greffe dans une tumeur intracerebrale, par visuali- 
sation de 1' expression du transgene nls-lacZ ; 

30 - la figure 9 illustre 1 ' identification du 

gene nls-LacZ dans des tumeurs implantees avec des cellu- 
les RBEZ, par PGR - 

- la figure 10 illustre 1 ' etude in vivo de 
1' expression du transgene NGF dans les cellules RBE/NGF, 

35 trois semaines apres transplantation dans le nucleus ba- 
sal is (noyau basal) ; 
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- la figure 11 illustre les structures cere- 
brales temoins utilisees comme controle interne de 
1 ' hybridation in situ du messager NGF, in vivo ; 

- la figure 12 illustre I'effet biologique du 
5 NGF secrete par les cellules RBE/NGF, trois semaines 

apres la greffe, au niveau du nucleus basalis ; 

- la figure 13 illustre I'effet biologique du 
NGF secrete par les cellules RBE/NGF, trois semaines 
apres la greffe, a distance du nucleus basalis ; 

10 - la figure 14 illustre la quantification de 

I'effet biologique induit par 1' expression du transgene 
NGF a 3 et 8 semaines post-greffe et ceci est traduit par 
la surface occupee par 1 ' immunomarquage p7 5LNGFR par 
rapport a la surface du greffon. 

15 II doit etre bien entendu, toutefois, que ces 

exemples sont donnes uniquement a titre d # illustration de 
l'objet de 1' invention, dont ils ne constituent en aucune 
maniere une limitation. 

example 1 : Preparation des cellules endotheliales cere- 
20 brales immortalisees RBE4 . 

Des cellules endotheliales de microvaisseaux 
de cerveaux de rats (culture primaire) sont immortalisees 
par transfection avec le plasmide pElA-neo, contenant la 
sequence codant pour 1' adenovirus E1A, suivie par le gene 

25 de resistance a la neomycine. 

Un clone, denomme RBE4, a ete ainsi obtenu et 
ses caracteristiques sont en particulier decrites dans la 
Demande PCT WO 93/06222 ainsi que dans les articles parus 
dans J. Cell. Physiol., 1993, 155, 104-111 et J. Cell. 

30 Physiol., 1994, 159, 101-113. Ce clone a ete depose sous 
le n° 1-1142 a la Collection Nationale de Cultures de 
Micro-organismes (CNCM) . 

Pour realiser la transfection, la technique de 
co-precipitation au phosphate de calcium a ete utilisee, 

35 comme decrit dans la Demande PCT WO 93/06222 et rappele 
ci-apr£s : la transfection desdites cellules est realisee 
au Seme passage avec le plasmide precite (10 \ig) conte- 
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nant, outre la region precoce E1A du genome de 
1' adenovirus 2 et le gene de resistance a la neomycine, 
le promoteur SV40. 

Cette transfection a lieu apres mise en cul- 
5 ture de ces cellules dans des boites recouvertes de col- 
lagene, contenant un milieu ct-MEM/FlO (2/3 ; 1/3), sup- 
plement^ en serum de veau foetal (SVF) a 10 %, en FGFb 

1 ng/ml, en glutamine (2 mM) et en peni- 
cilline/streptomycine . La lignee cellulaire obtenue 

10 possede certaines des caracteristiques des cellules endo- 
theliales cerebrales ; elle possede notamment un pheno- 
type non transforme : inhibition de contact, prolifera- 
tion dependant des facteurs de croissance et d' adherence, 
expression de marqueurs de dif f erenciation endotheliales 

15 (antigene apparente au facteur VIII) , site de liaison a 
1 ' agglutinine de Griff onia simpllci folia et non- 
tumorigenicite chez les souris Nude. 

De plus, ces cellules sont stimulees par les 
astrocytes pour exprimer les marqueurs enzymatiques spe- 

20 cifiques de la barriere hemato-encephalique , a savoir, la 
y-glutamine transferase et la phosphatase alcaline. 
EXEMPLE 2 : Preparation des cellules endotheliales cere- 
brales RBEZ . 

Les cellules RBE4 obtenues a l'exemple 1 sont 
25 soumises a deux passages par semaine, sur un milieu cc- 
MEM/F10 (1/1 ; Seromed, France) , supplements en glutamine 

2 mM, serum de veau foetal a 10 %, FGFb 1 ng/ml et G418 
300 |xg/ml. 

Elles sont etalees a une densite de 
30 10 4 cellules /cm 2 sur des boites recouvertes de collagene 
et utilisees entre les passages 30 et 60. 

1) Preparation du vecteur retroviral : 
Un vecteur MFG-NB, defect if pour la replica- 
tion, et contenant le gene lacZ est obtenu par insertion 
35 de la sequence codant pour la (5-galactosidase d'E. coli, 
fusionnee a une sequence codant pour la sequence de loca- 
lisation nucleaire (nls) de 21 aminoacides, issue de 
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1'antigene T de SV40 (Kalderon D. et al . , Cell, 1984, 39, 
499-509) . Ce vecteur MFG-NB nls-lacZ est introduit dans 
des cellules productrices de retrovirus \j/-2 (Mulligan et 
al . , precite) { infection retrovirale recombinante de \|/-2) 
5 et permet d'obtenir des lignees cellulaires \|/-2-MFG-NB . 

Ces cellules productrices de retrovirus sont 
etalees en boite a une densite de 10 6 cellules pour des 
boites de 100 mm de diametre, dans 7 ml d'un milieu RPMI 
1640, supplements en serum de veau foetal a 10 %. 
10 Apres 24 h, un volume de 6 ml de milieu conte- 

nant le virus est filtre et utilise pour 1' infection ou 
bien stocke a -80°C jusqu'a son utilisation. 

2) Infectio n des cellules endothelials RBE4 : 
Les cellules RBE4 sont etalees sur boite a une 

15 densite de 10 4 cellules/cm 2 et apres 24 h, le virus (3 ml) 
est ajoute en presence de polybrene (10 |xg/ml) pendant 
2 h. 

Apres une autre periode de 24 h dans un milieu 
complet, les cellules RBE4 sont repiquees et reinfectees 
20 dans les memes conditions. 

3) selectio n des cellules endothelials expri- 

mant lg transgeng : 

Les cellules exprimant la (5-galactosidase 
(cellules RBEZ) sont tribes par FACS (fluorescent activa- 
25 ted cell sorting ; NOLAN et al . , PNAS, 1988, 85, 2603- 
2607), en utilisant, comme substrat de l'enzyme, la p-D- 
galactopyranoside fluoresceine (FDG) . 

Conformement a cette technique, 10* cellules 
RBEZ dans 100 1^1, sont incubees a 3 7°C pendant 5 min, 
30 dans un tube en polystyrene de 5 ml, avant 1' addition de 
100 ^il de FDG (2 mM) . 

Apres melange, les cellules sont placees a 
nouveau a 37 °C pendant 1 min, puis sur de la glace, et le 
volume est ajuste a 2 ml. 
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4) Detection de 1' expression du t ransaenp p ar 
visualisation de l'activite enzvmaticrue de la P-aalacto- 
sidase. a 1 ' aide d f un substrat chromoaene . le X-aal . 

. Protocole : 

5 L'activite enzymatique est detectee par incu- 

bation des cellules a 37°C, dans un tampon PBS contenant 
du 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-P-D-galactopyranoside (X- 
gal) 2 mM, du ferricyanure de potassium 2 0 mM, du ferro- 
cyanure de potassium 20 mM et du MgCl 2 2 mM. 
10 . Resultats : 

La presence d'une activite enzymatique (3-ga- 
lactosidase se revele par la formation d'une coloration 
bleue . Environ 50-80% des cellules endotheliales RBE4 in- 
fectees par le retrovirus se colorent en bleu lors de 
15 1 'histochimie, mais le niveau de coloration varie d'une 
cellule a 1' autre. Les cellules RBE4 temoins (non infec- 
tees) ne sont pas colorees, dans les memes conditions. 

5) Proorietes des cellules RBEZ in \ritra : 

- Les cellules RBEZ obtenues sont cultivees 
20 sur un support recouvert de collagene dans un milieu ct- 
MEM/F10 , supplements en serum de veau foetal a 10 %, glu- 
tamine 2mM, FGFb 1 ng/ml et G418 3 00 p,g/ml. 

Ces cellules presentent une inhibition de con- 
tact et une proliferation dependant des facteurs de 
25 croissance et d' adherence ; elles expriment, en outre, 
des marqueurs de dif f erenciation endotheliale . 
EXEMPIfE 3 : Preparation des cellules endotheliales cere- 
brales RBE/NQF • 

Les cellules RBE4 obtenues a 1 ' exemple 1 sont 

30 soumises a deux passages par semaine, sur un milieu a- 
MEM/F10 (1/1 ; Seromed, France) , supplements en glutamine 

2 mM, serum de veau foetal a 10 % et FGFb 1 ng/ml et G418 

3 00 |ig/ml. 

Elles sont etalees a une densite de 
35 10* cellules/cm2 sur des boites recouvertes de collagene 
et utilisees entre les passages 30 et 60. 
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1) Preparat ion du vecteur retroviral : 

On procede comme a l'exemple 2, en utilisant 
un vecteur retroviral pMoMuLVi s i sNGF , deficient pour la 
replication et dans lequel la sequence codant pour le P~ 
5 NGF de souris est inseree (Scott J et al . , Nature, 1983, 
302, 538-540). Ce vecteur, introduit dans des cellules 
productrices \y-2, permet d'obtenir des lignees cellulai- 
res \|/-2-MoMuLVisisNGF. 

2) Infection des cellules endotheliales RBE4 : 
10 On procede comme a l'exemple 2. 

3 ) Selectio n des cellules endotheliales expri- 
mant le transaen e oar une methode ELISA bi-site : 

A la suite de sous-clonages des cellules RBE4 . $ 

infectees par la methode des dilutions limites, les sous;-: "Z 

15 clones secretant du PNGF (cellules RBE/NGF) sont identic 
fies en utilisant un ELISA bi-site (LADENHEIM et al., J\ 
Neurochem. , 1993, 60, 260-266). " 

De maniere plus precise, un anticorps monoclo- 
nal anti-pNGF, denomme 27/21 (0,1 mg/ml dans un tampon 

20 carbonate 0,05 M pH 9,6), est applique sur des plaques 
EIA/RIA Costar pendant 2 heures a 37°C. Les plaques sont 
lavees 3 fois avec un melange de Tris HCl 50 mM, pH 7,4, 
NaCl 200 mM, CaCl 2 10 mM, Triton X-100 a 0,1 %, et azoture 
de sodium a 0,05% et incubees a 4°C pendant une nuit dans 

25 un milieu conditionne ou des standards £NGF (3 0- 
1000 pg/ml) dans le meme tampon supplements avec de la 
serum albumine bovine ^ 1% . 

Apres lavages, le ($NGF est detecte a 1 ' aide du 
meme anticorps conjugue la |3-D-galactosidase (400 

30 mU/ml) , apres incubation pendant 4 heures a 37°C. Le 
substrat chromogenique est du chlorophenol-rouge-p-galac- 
topyranoside (1 mg/ml dans un milieu Hepes 100 mM, pH 7, 
NaCl 150 mM, MgCl 2 2 mM, azoture de sodium 0,1%). 
L'absorbance a 570 run est lue apres 2 heures a 37°C. Deux 

35 sous-clones hautement positifs denommes RBE/NGF-2 et -4 
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sont selectionnes , ainsi que deux. sous-clones moins posi- 
tifs, et ce parmi 94 clones testes. 

4) Detection cellulaire de la synthese de NGF 
par hybridation in situ de la sequence nucleotidique 
5 (ARNm) codant pour le NGF. 

Une hybridation in situ est realisee avec une 
sonde de 48 mers, antisens et specif ique de la sequence 
nucleotidique (ARNm) codant pour le pNGF, correspondant 
aux positions 897-944 de la sequence d'ADNc du PNGF de 
10 souris (SCOTT et al, 1983, Nature 302, 538-540), de for- 
mule suivante : 

48 mer antisens 5' - 3' NGF mature 

5 ' CTG CTT CTC ATC TGT TGT CAA CGC CTT GAC GAA 
GGT GTG AGT CGT GGT 3 ' , 
15 de maniere a visualiser le transcrit pNGF dans les cellu- 
les infectees, en culture. Ces resultats montrent une ex- 
pression importante d' ARNm du (3NGF dans les cellules 
infectees, a un niveau variable, d'une cellule a 1' autre. 

La figure 1 il lustre 1' etude in vitro de 
20 1' expression du transgene NGF dans les cellules RBE/NGF, 
par hybridation in situ. 

La visualisation immuno-enzymatique de 
1' expression du transgene NGF est realisee a 1 ' aide d'une 
sonde oligonucleotidique antisens specifique du NGF 
25 murin, marquee a la digoxigenine . Dans ces conditions, 
les hybrides ARNm/sonde NGF sont reveles par un anticorps 
anti-digoxigenine couple a la phosphatase alcaline, dont 
la reaction enzymatique avec le complexe de substrats 
NBT-BCIP, produit un precipite noiratre. La figure 1A 
30 montre un signal intense dans les cellules RBE/NGF en 
culture, indiquant un fort niveau d' expression du trans- 
gene NGF. En IB, 1 'absence de positivite dans les cellu- 
les RBE4 temoins, non-inf ectees est observee (x300 en 1A 
et IB) (IB en contraste de phase) . 
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4) Activ ite in vitro du NGF secrete : 
L' activite biologique du NGF secrete dans le 
surnageant des cellules RBE/NGF est mise en evidence par 
la propriete de promouvoir un bourgeonnement des neurites 
5 des cellules PC12 de pheochromocytome de rat. Pour reali- 
ser ce test, les cellules RBE/NGF sont etalees sur boites 
a une densite de lOVcm 2 dans des boites de 100 mm de dia- 
metre et la croissance est realisee pendant 3 a 4 jours 
jusqu'a confluence (10 7 cellules/boite) . Le milieu est 

10 change (10 ml) et les surnageants sont collectes apres 24 
heures . Les resultats sont illustres aux figures 2 et 3 , 
qui montrent que le surnageant cellulaire de 24 heures se 
comporte de la meme maniere que du NGF purifie (0,1-50 
ng/ml), utilise comme standard interne et conduit a une 

15 stimulation du bourgeonnement neuritique chez environ 65% 
des cellules PC12 . En outre, une dilution au 1:40 dudit 
surnageant presente une activite biologique comparable a 
du NGF a 0,4 ng/ml (40% de cellules porteuses de neuri- 
tes) . En consequence, la capacite de secretion de NGF 

20 biologiquement actif par les cellules RBE/NGF peut etre 
estimee a 16 ng/10 6 cellules/24 heures. 

Ces figures 2 et 3 comportent en abscisse, la 
concentration en NGF (ng/ml) (figure 2) ou le taux de 
dilution (figure 3 ; courbe 1 : cellules RBE/NGF et 

25 courbe 2 : cellules RBE4) et en ordonnee, le pourcentage 
de cellules portant des neurites. 

ETgMPLE 4 : Implantation cerebrale des cellules RBE4, 

RBEZ et RBE-NGF. 

I. rellules RBE4 : survie et integration. 

30 Pour la caracterisation des lignees cellulai- 

res RBE4 transplantees dans le cerveau de rat adulte, une 
methode de premarquage au bisbenzimide Hoechst est utili- 
see, pour suivre les cellules greffees (GANSMULLER et 
al., GLIA, 1991, 4, 580-590). 

35 La figure 4 illustre le premarquage des cel- 

lules RBE4, avant la transplantation, par le colorant nu- 
cleaire HOECHST 333 42 (bisbenzimide) . Les cellules en 
suspension sont visualises en microscopie a fluores- 
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cence, sous lumiere ultra-violette . La fluorescence du 
colorant definit clairement les noyaux cellulaires posi- 
tivement marques (x27 0) . 

Trois a huit semaines apres implantation des 
5 cellules RBE4 marquees, dans differentes regions du cer- 
veau (substance grise et substance blanche) , le greffon a 
un aspect compact avec un etalement faible et constant de 
certaines cellules RBE4, autour de sa masse. Cette 
migration se fait essentiellement le long du reseau vas- 

10 culaire de l'hote, suggerant une interaction preferen- 
tielle entre les cellules endotheliales implantees et les 
elements vasculaires de l'hote. 

Les colorations histologiques des cerveaux 
ainsi greffes montrent un minimum de signes de cellules 

15 necrotique, et ce essentiellement durant la premiere se- 
maine qui suit le traumatisme chirurgical dQ a la trans- 
plantation . 

A l'interieur du greffon, la densite cellu- 
laire est homogene (peu ou absence de cellules pycnoti- 

20 ques) . L ' immunoreactivite GFAP {glial fibrillary acidic 
protein), caracteristique des astrocytes, est importante, 
des 1 semaine apres 1 ' implantation, aussi bien autour du 
greffon que dans le greffon lui-meme , indiquant une 
infiltration d' astrocytes dans ce dernier. 

25 De maniere inattendue, les cellules RBE4 im- 

plantees migrent et s ' integrent a 1 ' environnement vascu- 
laire avec quelquefois une participation directe au re- 
seau vasculaire de l'hote. 

Les figures 5A, 5B et 5C montrent les cellules 

30 premarquees au colorant Hoechst, apres transplantation 
dans le cerveau de rat adulte. La figure 5A montre une 
vue generale de la zone de greffe dans le parenchyme 
cerebral. Les cellules endotheliales greffees fluorescen- 
tes serablent s'accumuler pref erentiel lenient autour 

35 d' elements vasculaires du cerveau hSte. Les asterisques 
materialisent le trajet d'un vaisseau sanguin (x250) . Les 
figures 5B et 5C montrent un vaisseau sanguin a fort 
grossissement, situe dans la zone d' implantation du gref- 
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fon. En 5B, de nombreuses cellules RBE4 Hoechst positives 
integrees en position luminale (f leches) et peri- 
vasculaire peuvent etre observees . En 5C, ce meme vais- 
seau es t immunomarque par un ant icorps ant i - laminine 
5 (marqueur specif ique des vaisseaux sanguins) (x600). 

ii. cellules rbez : survie. integration et ex- 

press ion du transaene. 

1) Premarquage des cellules au bisbenzimide 

Hoechst . 
10 Voir I. 

2) Preparation des cellules avant leur implan- 
tation. 

Juste avant la procedure de greffe, les cellu- 
les sont rincees trois fois dans une solution de greffe 
15 comprenant du PBS supplements en MgCl 2 et CaCl 2 a 1 jig/xnl 
et en glucose a 0,1%, de maniere a eliminer le milieu 
DMEM-SVF. 

3) Chirurgie et implantation des cellules. 

Des rats adultes males, appartenant a la sou- 
20 che Lewis et pesant 3 00 g, regoivent une greffe de cellu- 
les RBEZ premarquees , comme precise en 1), sous anesthe- 
sie profonde, dans des conditions stereotaxiques (cadre 
stereotaxique Kopf®, atlas du cerveau de rat de Paxinos) . 
Vingt animaux regoivent respectivement une implantation 
25 stereotaxique, dams le noyau basal, de cellules RBEZ 
(hemisphere cerebral droit) et de cellules controles RBE4 
(hemisphere cerebral gauche) . 

Un total de 300.000 cellules mises en suspen- 
sion dans une solution de greffe (3 p.1) est injecte par 
30 site a l'aide d'une micro seringue de 10 ^ll Exmire® ayant 
un diametre externe d' aiguille de 0,5 mm. 

4) Revelation histochimique X-gal pour la 
microscopie optique . 

Les rats anesthesies sont sacrifies par perfu- 
35 sion avec 150 ml de PBS puis avec 300 ml de PFA a 4%, 
dans une solution de PBS (0,1 M, pH 7,4) a 4°C. 
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Pour la revelation de . la presence de 0-galac- 
tosidase, les cerveaux sont cryoproteges et congeles par 
inclusion dans un compose OCT® une coupe au cryostat. 
Apres coupe, l'activite enzymatique du transgene nls-lacZ 
5 est detectee par incubation a 37°C du tissu dans un tam- 
pon PBS contenant 2 mM de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl 
galactoside (X-gal, Sigma) , du ferricyanure de potassium 
(20 mM) , du ferrocyanure de potassium (20mM) et du MgCl 2 
(2mM) . Ces conditions de reaction n'entrainent pas de 

10 coloration chez les animaux controles et pour les cellu- 
les RBE4 non modifiees greffees (cellules greffees du 
cote gauche) . La localisation cellulaire et la morpho- 
logie dans les coupes de tissu est augmentee si neces- 
saire a 1 ' aide d'une optique Nomarski, qui permet une 

15 identification du type cellulaire fiable, dans la struc- 
ture vasculaire. Cette revelation est associee si neces- 
saire avec une immunohistochimie EBA, pour une caracte- 
risation cellulaire plus profonde. 

La figure 6 illustre 1' etude de 1 ' integration 

20 morphologique et f onctionnelle des cellules RBEZ par vi- 
sualisation de 1' expression du transgene nls-lacZ et du 
marqueur antigenique d'integrite de la barriere hemato- 
encephalique (BHE) , 1'EBA {endothelial barrier antigen). 
Les figures 6A, 6B, 6C et 6D montrent des vaisseaux san- 

25 guins situes a distance de la zone de greffe, sur 
lesquels des cellules RBEZ ont migre apres transplanta- 
tion. Sur ces figures, des noyaux de cellules endothelia- 
les, exprimant le transgene nls-lacZ, en position lumi- 
nale (fleches) (6A, 6C) , peuvent §tre observees . Ces 

30 memes vaisseaux, en lumiere fluorescente (6B, 6D) , 
expriment l'antigene EBA (tetes de fleches), indiquant 
ainsi que 1' insertion vasculaire des cellules greffees 
n'a pas altere 1'integrite de la BHE (x750 en 6A et 6B) ; 
(X1500 en 6C et 6D) ; (6A et 6C, en contraste interferen- 

35 tiel transmis) . Le calcul du pourcentage de cellules 
greffees exprimant le transgene a ete entrepris. Ainsi, a 
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une semaine post-greffe, 6,9 ± 0,. 6% des cellules Hoechst 
positives greffees exprime la P-galactosidase . 

L ' expression du transgene est importante 
jusqu'a 5 semaines apres 1 ' implantation, mais decroit 
5 apres. La presence de cellules implantees reste pourtant 
detectable a 1 ' aide du colorant Hoechst precite. 
L'absence de . changements majeurs specifiques dans la 
reaction immunitaire de l'hote vis-a-vis de la presence 
du transgene lacZ montre la bonne integration de ces cel- 
lo lules RBEZ . 

En outre, les cellules RBE4 et RBEZ ne deve- 
loppent jamais de tumeurs in vivo, car elles presentent 
une stabilite importante de leur phenotype. 

5) Revelation histochimique X-gal pour la 
15 microscopie electronique. 

Des animaux (n=10) ont ete traites pour une 
etude ultrastructurale de 1 ' integration des cellules RBEZ 
en microscopie electronique . Dans ce cas, les animaux ont 
ete perfuses par une solution de PBS contenant 2,5% de 
20 PFA et 0,5% de glutaraldehyde . Les cerveaux sont preleves 
et laisses dans le meme fixateur pendant une nuit. Apres 
ringage, ils sont coupes au vibratome en sections 
d'epaisseur 7 5 |im. 

Pour la visualisation des cellules exprimant 
25 le gene lacZ, le substrat X-Gal a ete utilise comme pour 
la microscopie optique, qui, sous 1' action de la J5- 
galactosidase, forme un precipite dense aux electrons, 
visible au microscope electronique. 

Un pre-reperage du greffon est effectue sur 
30 coupe avant traitement au Os0 4 a 1%. Ces coupes epaisses 
sont ensuite deshydratees , puis incluses dans 1'epon. 

Les blocs de tissus sont ensuite sectionnes 
avec un ultramicrotome en coupes semi-fines et ultra- 
fines qui sont contre-colorees ou non a 1' acetate d'ura- 
35 nyle et au citrate de plomb, puis examinees sur un appa- 
reil JEOL CX100. 
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La figure 7 illustre 1 ' etude de 1 1 integration 
morphologique et f onctionnelle des cellules RBEZ par 
visualisation de 1' expression du transgene nls-lacZ en 
microscopie electronique. La figure 7A montre, en optique 
5 Nomarski, le marquage P-galactosidase peri-nucleaire dans 
les cellules greffees sur une coupe semi- fine de cerveau 
(2 um) (xl660) . A 1 1 examen en microscopie electronique, 
les cellules sont observees soit dans le parenchyme 
(figure 7B) , soit en position vasculaire (figure 7C) , 
10 formant des vaisseaux sanguins de l'hote. Les tetes de 
fleche pointent sur les precipites X-gal peri-nucleaires , 
denses aux electrons . Meme integrees dans le parenchyme 
cerebral, en absence de contacts directs avec le compar- 
timent sanguin, ces cellules endotheliales cerebrales 
15 sont capables de survivre pendant de longues periodes. 
Les cellules greffees apparaissent metaboliquement acti- 
ves et capables d'etablir des connections specialisees 
entre elles et avec les cellules de l'hote (presence de 
desmosomes et de jonctions serrees). En position vascu- 
20 laire, les cellules RBEZ presentent un phenotype normal, 
des la premiere semaine post-greffe (jonction serree et 
peu de vesicules de pinocytose) (xl60 000 en 7B et 7C) (L 
: lumiere vasculaire) . 

Ill- Cellules RBEZ et tumeur s cerebrales ; 
25 1) Implantation : 

Les cellules RBEZ a confluence sont trypsini- 
sees et remises en suspension dans du DMEM sans serum, 
immediatement avant leur implantation dans les animaux 
hotes , 

30 - Pour une — implantation infcracranienne. les 

cellules RBEZ (5.10 5 cellules) sont injectees stereotaxi- 
quement avec une seringue (Hamilton, gauge 26, en 
biseau) , au niveau du noyau caude et du putamen de rats 
Fischer 344 (200 a 250 g) , apres anesthesie. 

35 Les cellules sont injectees dans un volume de 

5 \il et 1' aiguille est laissee en place 2 min apr^s 
1' injection pour limiter les fuites. 
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- Dans le cadre d ' une implantation sous-cuta- 
nee , les rats Fischer anesthesies regoivent 100 |il conte- 
nant 10 6 cellules RBEZ . 

Pour montrer que de telles cellules 
5 s'implantent de preference dans des regions hypervascula- 
risees telles que des tumeurs, un essai est realise en 
faisant les memes implantations (intracranienne et sous* 
cutanee) avec un melange de cellules de gliomes 9L, F98 
ou C6 (10 5 cellules) et de cellules RBEZ, dans les memes 
10 conditions que ci-dessus. 

Apres implantation, les tissus sont prepares 
de maniere a faire une etude immunohistochimique et his- 
tologique . 

2) Preparation des tissus : _ 

15 Les rats sont anesthesies avec de 1 ' ether : et 

apres une thoracotomies 1'oreillette droite est incisee 
et une canule est inseree dans le ventricule gauche qui 
est alors perfuse sequentiellement avec un tampon conte- 
nant NaCl 120 mM, KCl 2 , 7 mM dans un tampon phosphate pH 

20 7,4 (1 ml/g de poids) puis du paraformaldehyde a 3,7% 
(fixateur) . Les cerveaux sont places dans le meme fixa- 
teur, pendant 3 0 minutes, cryoproteges avec du saccharose 
a 30% dans du PBS et congeles . Les tissus sont coupes (12 
lira d'epaisseur) et montes sur lames gelatinees . 

25 3) Mise en evidence de la survie des cellules 

et de 1' expression du transgene 

a) Protocole histo chimique et immunohistochi- 
micrue pour la detection des cellules RBEZ exorimant — Is 
gene repprfpr nls-lacZ : 

30 * Etude histochimique 

Les preparations sur lames sont rincees trois 
fois dans un tampon PBS, puis incubees a 37°C pendant 1 a 
2 heures dans du PBS contenant 0,5 mg/ml de 5-bromo-4- 
chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranoside (X-gal) , du ferri- 

35 cyanure de potassium 20 mM, du ferrocyanure de potassium 
20 mM et du MgCl 2 2 mM. Les coupes incubees en 1' absence 
de substrat X-gal sont utilisees comme controle negatif. 
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Les coupes sont ensuite rincees dans un tampon PBS et 
montees en glycerol a 90% dans du PBS, contenant de 
l'azoture de sodium a 0,02%. 

Les conditions de reaction n'entrainent aucune 
5 coloration chez les animaux-controle qui n'ont requ au- 
cune cellule RBEZ . 

* Etude immunohistochimique 

Quelques coupes presentent une reaction posi- 
tive a la laminine dans la tumeur (detection des micro- 

10 vaisseaux tumoraux) , a l'antigene de proliferation nu- 
cleaire Ki67 et a 1' expression de marqueurs de la bar- 
riere hematoencephalique, tel que le transporteur de glu- 
cose endothelial de type I (glut-1), apres coloration 
avec le X-gal. Pour la coloration a la laminine, les 

15 coupes sont digerees pendant 15 minutes a 37 °C avec de la 
pepsine 0,2% dans de l'HCl 0,01 N avant 1' incubation avec 
les reactifs immunologiques . 

Les coupes sont sequentiellement incubees avec 
du serum de chevre normal a 1%, puis soit avec des anti- 

20 corps de lapin anti-laminine , des anticorps de lapin 
anti-glutl ou des anticorps de lapin anti-Ki67 / puis de 
1 ' immunoglobuline biotinylee de chevre anti-lapin est 
ajoutee (1:200 dans du PBS). 

Les coupes sont alors incubees avec un 

25 complexe avidine-biotine-peroxydase (1:50 dans du PBS), 
suivi d'une incubation dans un tampon Tris 50 mM conte- 
nant 0,5 mg/ml de 3-3 ' -diaminobenzidine (Sigma) et 0,01 % 
de peroxyde d ' hydrogene . 

Les lames-controle sont incubees avec du serum 

30 de lapin normal a la place du serum immun. Les sections 
sont montees en glycerol a 90% dans du PBS. 
b) Resultats 

1) Visualisation des cellules RBEZ implantees 
Apres coloration avec le substrat chromogeni- 
35 que X-Gal, le produit bleu de la reaction avec le p-ga- 
lactosidase est identifie dans des coupes histologiques 
des tumeurs intracraniennes et sous-cutanees apres greffe 
de cellules tumorales et RBEZ (tableaux I et II) . 
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Aucun produit de reaction bleu n'est detecte 
dans les tumeurs implantees sans cellule RBEZ . De maniere 
surprenante, les cellules endotheliales greffees sont 
distributes a travers toutes les tumeurs intracraniennes, 
5 y compris les infiltrations marginales, mais 
n' apparaissent pas migrer dans les tissus normaux. 

2) Integration des cellules RBEZ implantees 
Essentiellement toutes les cellules (3-galacto- 

sidase positives, quelle que soit leur localisation, se 
10 colorent avec les anticorps antilaminine , ceci etant en 
accord avec leur phenotype endothelial. De maniere inte- 
ressante, quelques cellules RBEZ greffees sont associees 
avec des profils micro-vasculaires tumoraux. 

La figure 8 illustre 1 ' integration de cellules 
15 RBEZ dans le tissu tumoral (cellules C6) et son reseau 
vasculaire (tete de fleche) sur une coupe de tissu 
cerebral contre-coloree au rouge neutre et en optique 
Nomarski . 

Ceci suggere que les cellules RBEZ implantees 
20 de cette fagon ont la capacite de s'integrer d'une 
maniere anatomiquement correcte dans la vascularisation 
tumorale . 

3) Fonctionnalites des cellules RBEZ inte- 

grees . 

25 Une des caracteristiques les plus importantes 

de ces cellules endotheliales cerebrales est leur expres- 
sion elevee du transporteur de type 1 du glucose (Glut- 
1), exprime au niveau de la barriere hemato-encephalique . 
Ceci est important pour le transport trans-endotheliale 

30 du D-glucose, le substrat energetique essentiel du cer- 
veau. Les cellules endotheliales dans les gliomes intra- 
craniens 9L ou autres expriment egalement ce transpor- 
teur. Par contre, 1' expression du Glut-1 diminue rapide- 
ment dans les cellules endotheliales cerebrales en cul- 

35 ture . 

De nombreuses cellules (3-gal positives sont 
marquees avec les anticorps anti-Glut-1. Ces differents 
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essais montrent que des cellules endotheliales cerebrales 
genetiquement modifiees ex vivo survivent, s ' integrent 
dans les gliomes intracraniens et expriment le transgene . 

4) Proliferation des cellules RBEZ implantees 
5 L ' expression de l'antigene Ki67 de prolifera- 

tion par les cellules RBEZ implantees dans les tumeurs 9L 
intracrSniennes est examinee. 

De nombreuses cellules exprimant a la fois le 
P-galactosidase nucleaire et l'antigene Ki67 sont obser- 
10 vees . 

Le nombre de cellules RBEZ implantees par sec- 
tion tumorale est quantifie par analyse d' images assistee 
par ordinateur en utilisant le dispositif d'imagerie 
(MCID) fourni par la Societe Imagine Research Inc. 

15 (Brock. University St Catherines, Ontario, Canada), une 
camera CCD a haute resolution Hamamatsu et un ordinateur 
Compaq DeskPro 486/33. 

Le nombre total de cellules RBEZ par tumeur 
est estime a partir du nombre de cellules RBEZ par volume 

20 tumoral (coupe adjacente de 12 \im) et le volume tumoral 
total est estime a partir des limites de la tumeur, selon 
deux plans de coupe orthogonaux. 

Les Tableaux I et II illustrent les resultats 
obtenus lors de 1 ' implantation des cellules endotheliales 
25 cerebrales modifiees, conformement a 1' invention, dans 
des gliomes 9L. 



TABLEAU I 



Nombre de tumeurs 
examinees 


Nombre de tumeurs 
P-Gal + 


Nombre de j ours 
apres implantation 
des cellules RBEZ 


4 


4 


7 


10 


10 


12 


4 


4 


14 


3 


3 


21 


3 


3 


28 


4 


4 


35 
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TABLEAU II- 





Type de tumeur 
(jours) 


Nombre de cellules 
RBEZ / Tumeur 
(moyenne ± SEM) 


Intracranien 


9L (J12) 
C6 (J12) 
F98 (J12) 


166 440 ± 19 550 
145 840 ± 42 160 
232 560 ± 69 070 


Sous-cutane 


9L (J14) 
9L (J21) 


494 560 ± 422 500 
5 252 160± 611 380 



5) Identification du gene nls-lacZ dans les 
5 tumeurs implantees avec des cellules RBEZ, par PCR. 

Des oligonucleotides complementaires de se- 
quences d'ADN, localisees sur le gene nls-lacZ (5'- 
CGACTCCTGGAGCCCGTCAGTATC-3 ' ) et sur le vecteur, en aval 
de la sequence 3 ' LTR ( 5 ' -GACCACTGATATCCTGTCTTTAAC- 3 ' ) , 

10 sont utilises comme amorces. La PCR est realisee sur / de 
1'ADN genomique isole de tumeurs controles (tumeur 9L ; 
figure 9, lignes 2 et 3)), de tumeurs experimentales 
(tumeurs ayant integre des cellules RBEZ : implantation 
14 jours avant l'isolement de l'ADN ; figure 9, lignes 4- 

15 6) et des lignees cellulaires RBEZ (figure 9, ligne 7) et 
RBE4 (figure 9, ligne 8) . 3 5 cycles d' amplification avec 
de la Taq polymerase sont realisees dans les conditions 
suivantes : denaturation a 95 °C, hybridation a 60°C et 
elongation a 72°C. 

20 La figure 9 montre les resultats obtenus : le 

produit de la PCR (400pb) n'est present que dans les 
echantillons contenant les cellules RBEZ. 
IV. Pillules RBE/NGF : 

1) Premarquage au bisbenzimide Hoechst, voir 

25 I. 

2 ) Implantation : 

Juste avant la procedure de greffe, les cellu- 
les sont rincees trois fois dans une solution de greffe 
comprenant du PBS supplements avec MgCl 3 et CaCl 2 a 1 
30 M-g/ml et avec du glucose a 0,1%, de maniere a eliminer le 
milieu DMEM-SVF . 
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Chirurgie et implantation des cellules : 

Un total de 50 rats males adultes, repartis en 

2 groupes , appartenant a la souche Lewis, pesant environ 

3 00 g re^oivent une greffe de cellules RBE/NGF premar- 
5 quees au colorant Hoechst, sous anesthesie profonde dans 

des conditions stereotaxiques . 

Dix animaux regoivent une implantation stereo- 
taxique de cellules RBE/NGF dans le noyau basal droit. Un 
autre groupe (n = 40) est soumis a une procedure 

10 d' injections en sites multiples de cellules RBE/NGF (cote 
droit) , de maniere a realiser une colonne cellulaire de 2 
mm de hauteur entre le noyau basal et le striatum dorsal. 
Un total de 3 00.000 cellules, mises en suspension dans 
une solution de greffe (3 , est injecte par site a 

15 l'aide d'une micro-seringue de 10 |ll Exmire® avec un 
diametre d' aiguille externe de 0,5 mm. 

Comme procedure de controle, des cellules RBE4 
non modifiees et marquees au colorant Hoechst sont egale- 
ment gref fees en meme temps , de maniere controlaterale 

20 (c6te gauche) et en utilisant les memes niveaux stereo- 
taxiques. Des coupes coronales et horizontales des cer- 
veaux greffes sont collectees, entre 1 semaine et 12 mois 
apres la transplantation. Les greffes examinees, 
visualisees par la fluorescence obtenue a l'aide du colo- 

25 rant Hoechst montrent un aspect compact avec un etalement 
cellulaire faible. Aucune tumorisation des cellules 
gref fees RBE/NGF n'a ete observee. 

3 ) Preparation des tissus pour 

1 ' immunohistochimie : 

30 1 semaine, 3 semaines, 5 semaines, 8 semaines 

et 1 an apres implantation, les animaux sont anesthesies 
et perfuses en intracardiaque, avec une solution de PBS 
0,1 M, pH 7,4 a 4°C, suivi par une perfusion de 
paraformaldehyde a 4% dans le meme tampon. Les cerv aux 

35 sont retires et stockes dans le m&ne tampon pendant une 
nuit a 4°C. Les cerveaux sont alors stockes deuis un 
tampon PBS comprenant du saccharose a 3 0% pendant 2 jours 
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a 4°C et congeles dans de 1 ' isopentane a -60°C. Les 
coupes coronales et horizontales (30 d'epaisseur) sont 
realisees a 1 ' aide d'un cryostat et collectees dans des 
puits remplis de PBS a 4°C. Les coupes sont divisees en 
5 differents groupes , pour realiser une analyse immuno- 
histochimique, ainsi qu'une coloration au bleu de 
toluidine. 

Pour 1' analyse immunohistochimique , les coupes 
sont initialement traitees avec du PBS contenant du H 2 0 2 

10 0,4 %, pendant 3 0 minutes, et rincees dans le meme tam- 
pon. Elles sont alors incubees dans un serum normal a 
10%, du meme animal que celui utilise pour produire les 
anticorps secondaires et du Triton X-100 0,1% dans du PBS 
pendant 1 heure, puis avec l'un des anticorps primaires 

15 suivant : 

- Anticorps primaire polyclonal : 

anticorps de lapin anti-Glut-1 ( transporteur 
de glucose specifique du cerveau) , (1:5000, Biogenesis) ; 
anticorps de lapin anti-GFAP (1:6000, Dako) ; anticorps de 
20 chevre anti-ChAT (1:100, Chemicon) , anticorps de lapin 
anti-laminine (1:5000, Sigma). 

- Anticorps primaire monoclonal : 

anticorps de souris anti-p75 LNGFR {Low 
affinity NGF receptor) (1:150, clone 192, Boehringer) 

25 anticorps de souris anti-CDllb (macrophages de rat) 
(1:1000, clone MRC OX-42, Serotec) ; anticorps de souris 
ant i- lymphocytes T de rat (1:2000, clone MRC OX-52, 
Serotec); anticorps de souris anti-complexe majeur d'his- 
tocompatibilite I de rat (1:1000, clone MRC 0X-18, 

30 Serotec) ; anticorps de souris ariti-CMH classe II (la) de 
rat (1:1000, clone MRC OX-6, Serotec); anticorps de 
souris anti-EBA (antigene de barriere hemato-encephali- 
que, specifique du rat) (1:1000, clone SMI71, Affiniti) . 

Tous les anticorps sont dilues dans un tampon 

35 PBS contenant 5% de serum normal (serum d'ane pour les 
anticorps polyclonaux, et serum de mouton pour les anti- 
corps monoclonaux) et du Triton X-100 a 0,1% et incubes 
pendant 3 6 heures sous agitation a 4°C. Les coupes sont 
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rincees et incubees avec des anticorps biotinyles d'ane 
anti-IgG de lapin (1:2000, Amersham) , anti-IgG de chevre 
(1:1000, Jackson Laboratories) ou des anticorps biotiny- 
les de mouton anti-IgG de souris (1:600, Amersham) dans 
5 un tampon PBS contenant 5% de serum normal et 0,1% de 
Triton X-100, pendant une nuit sous agitation a 4°C. 
Elles sont rincees, puis incubees avec un complexe 
biotine-avidine-peroxydase (Vector Laboratories ) pendant 
3 0 minutes et rincees a nouveau avec un tampon Tris (TBS 

10 0,1 M, pH 7,6). Les coupes sont alors incubees dans une 
solution de tetrahydrochlorure de diaminobenzidine , avec 
du chlorure de nickel et du peroxyde d'hydrogene (H 2 0 2 ) 
dans le tampon TBS (0,05 M, pH 7,3). La reaction 
enzymatique est arretee par lavage des coupes dans le 

15 tampon. Lesdites coupes sont ensuite contrecolorees et 
deshydratees , montees sur lames et observees au micro- 
scope. Un contrdle est systematiquement realise en 
omettant les anticorps primaires et dans ces conditions, 
les coupes sont tou jours non-marquees. 

20 4) Preparation des tissus et detection par 

hybridation in situ du transgene NGF. 

La detection cellulaire des transcrits pNGF in 
vivo est mise en evidence par hybridation in situ du NGF 
(ARNm) dans le greffon, une semaine apres 1 ' implantation 

25 dans le cerveau de rat adulte, ainsi qu'a 3 et 8 
semaines, dans les conditions suivantes : 

Apres anesthesie profonde avec de la ketamine 
(150 mg.kg" 1 , Imalgene) les rats sont perfuses avec du pa- 
raformaldehyde a 2% dans du tampon PBS 0,1 M (pH 7,4, 

30 4°C) . Les cerveaux preleves sont places dans ce tampon 
pendant 60 minutes a 4°C. Apres une cryoprotection pen- 
dant une nuit dans une solution de saccharose a 15% dans 
du PBS 0,1 M & 4°C, une congelation rapide des echan- 
tillons est realisee par immersion dans de 1'isopentane a 

35 -60°C. Les cerveaux congeles sont coupes horizontalement 
(10-14 Jim), a l'aide d'un cryostat Microm , puis montes 
sur des lames gelatinees et s^chees a temperature 
ambiante. Les coupes sont pre-hybridees pendant une heure 
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a 40°C dans un tampon 4XSSC , IX . Denhardt . L ' hybridation 
est realisee en chambre humide a 37 °C pendant 16 heures , 
en utilisant comme tampon d' hybridation un melange 4XSSC, 
formamide a 50%, sulfate de dextran a 10%, IX Denhardt, 
5 500 Jig /ml d'ADN fragment e et denature de sperme de saumon 
et 100 jig/ml d'ARNt de levure, contenant la sonde NGF 
precitee a une concentration finale de 2 |ig/ml. Les lames 
sont lavees sequentiellement dans du 2XSSC pendant une 
heure a 2 0°C, puis dans du 1XSSC pendant une heure a 

10 20°C, puis dans du 1XSSC pendant une demi-heure a 37°C et 
dans du 0 , 5XSSC pendant une demi-heure a 20°C. La sonde 
hybridee, marquee a la digoxigenine , est detectee en 
utilisant un kit de detection immunoenzymatique 
(Boehringer-Mannheim) , selon les instructions du fabri- 

15 cant. Des procedures de controle sont realisees paralle- 
lement, soit par digestion des ARNms avec de la RNase A 
(20 |ig/ml pendant 30 minutes a 37°C) , soit par competi- 
tion avec un exces de sonde non marquee, (exces de l'or- 
dre de 40) dans le melange d * hybridation . Une dilution de 

20 la sonde a 0,5 |ig/ml donne un signal faible mais specif i- 
que. L 1 absence de signal est observee lorsque 1 1 on ne met 
pas la sonde NGF pendant 1 ' hybridation . 

Dans ce cas, une presence importante de trans- 
crits NGF est detectee dans les greffons RBE/NGF, refle- 

25 tant une expression constitutive controlee par le LTR de 
ce transgene. 

La figure 10 illustre 1 ' etude in vivo de 
1' expression du transgene NGF dans les cellules RBE/NGF, 
trois semaines apres transplantation dans le nucleus ba- 

30 salis (noyau basal) et la figure 11 illustre les struc- 
tures cerebrales temoins utilisees comme contr61e interne 
de 1 'hybridation in situ du messager NGF, in vivo . 

Les figures 10A et 10B montrent un greffon (G) 
de cellules RBE/NGF exprimant fortement le transgene NGF 

35 detecte par hybridation in situ. Cette expression du 
transgene reste tou jours aussi forte 3 semaines apres la 
greffe intra-cerebrale . La figure 10C visualise un gref- 
fon temoin (G) de cellules RBE4 non infectees, greffd 



BNSDOCtD: <WO 961127BA1JLj> 



WO 96/11278 30 PCT/FR95/01313 

dans 1 ' hemisphere controlateral , . qui ne presente aucun 
signal NGF positif (xl30 en 10A) ; (x270 en 10B et 10C, 
avec contraste interf erentiel transmis) . La figure 11A 
illustre la detection neuronale de NGF, au niveau du 
5 cortex f ronto-parietal et la figure 11B illustre la 
detection de NGF au niveau de 1 'hippocampe (x260 en 
11A) ; (x65 en 11B) . Ces figures sont en accord avec la 
description etablie de la synthese endogene de NGF par 
les neurones du cortex cerebral et de 1' hippocampe chez 

10 le rat adulte. 

5) effet biologique du NGF produit par le 
greffon, sur les neurones cholinergiques du noyau basal 
(effet de bourgeonnement axonal) 

Pour explorer 1' effet biologique du produit du 

15 transgene NGF secrete in vivo, le test fonctionnel sui- 
vant est realise : la lignee cellulaire modifiee est 
greffee comme precise ci-dessus dans le noyau basal, dans 
lequel les neurones cholinergiques presentent une reponse 
tres sensible au NGF. Ces neurones cholinergiques, outre 

20 leur expression de 1 ' enzyme ChAT\ peuvent egalement etre 
caracterises par une immunoreactivite importante au re- 
cepteur p75LNGFR. Ce dernier permet de visualiser les fi- 
bres cholinergiques ainsi que leurs somas cellulaires, 
specialement lors des etudes de regeneration axonale. Le 

25 bourgeonnement reactionnel detecte par immunoreactivite 
p75LNGFR est observe au mo ins jusqu'a trois semaines, au 
niveau des greffons RBE/NGF. 

Dans le premier groupe greffe, 1' effet biolo- 
gique du NGF produit par les greffons sur les neurones 

30 cholinergiques du noyau basal (bourgeonnement axonal) est 
localise dans cette region et n'excede pas les limites de 
cette derniere . 

La figure 12 illustre 1' effet biologique du 
NGF secrete par les cellules RBE/NGF, trois semaines 

35 apres la greffe, au niveau du nucleus basalis (NB) 
(action sur la promotion et le maintien de la repousse 
axonale reactive des neurones cholinergiques leses apres 
la transplantation) . En 12A, une vue generale de la forme 
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d'un greffon RBE/NGF, place dans le NB, est visualisee, a 
1'aide du premarquage Hoechst. En 12B, 12D et 12F, 
l'effet du NGF produit par les cellules endotheliales sur 
la repousse axonale est visualise par la forte 
5 immunoreactivite de ces processus axonaux pour le 
recepteur p75 du NGF. Cette repousse axonale a lieu tout 
le long du greffon (G) et presente une forte reactivite 
autour de certains vaisseaux sanguins (f leches) . 

En 12C et 12E, 3 semaines apres la greffe, des 

10 greffons RBE4 temoins non-infectes avec la construction 
retrovirale NGF, places dans le NB de 1 ' hemisphere con- 
trolateral, sont incapables de promouvoir et de maintenir 
une repousse axonale reactive des neurones cholinergiques 
du NB (x65 en A, B, C, D, E et F, plan horizontal) . 

15 Cependant, dans le second groupe, le bourgeon- 

nement du au NGF secrete par les cellules greffees est 
plus etendu dans 1'axe ventro-dorsal , le long de la 
greffe, liant le noyau basal au striatum dorsal, montrant 
ainsi les effets trophiques et tropiques du NGF. La fi- 

20 gure 13 illustre l'effet biologique du NGF secrete par 
les cellules RBE/NGF , trois semaines apres la greffe, a 
distance du nucleus basalis et illustre la croissance di*- 
rectionnelle des prolongements en croissance des neurones 
cholinergiques du NB, le long du greffon jusqu'au niveau 

25 du striatum dorsal- Les figures 13A et 13B illustrent une 
coupe horizontale passant par la partie dorsale du gref- 
fon dans le striatum* En 13A, les cellules RBE/NGF sont 
visualisees par le colorant nucleaire Hoechst. En 13B, la 
meme coupe a ete realisee en lumiere transmise, montrant 

30 une repousse axonale reactive visualisee par l'anticorps 
anti-p75 NGF recepteur <xl00 en 13A et 13B) . 

Une quantification de l'effet biologique 
induit par l f expression du transgene NGF f a 6te entre- 
prise selon la m^thode decrite par Gundersen H.J.G. et 

35 al. (APMIS, 1988, Ifi, 379-394), en calculant la surface 
occupe par 1 1 immunomarquage p75LNGFR au niveau des sites 
d' implantation, des cellules RBE/NGF et RBE4 . Le rapport 
de cette surface et de celle occupee par le greffon a ete 
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calculee a 3 et 8 semaines post- implantation et presente 
dans la figure 14 ou la surface occupee par les 
structures p75LNGFR positives (exprimee en pourcentage 
par rapport a celle du greffon) est portee en ordonnee . 
5 Parmis les differents clones testes in vivo, 

seuls les deux plus producteurs de NGF in vitro (clones 
RBE/NGF-2 et -4, precites) ont entraine un effet biologi- 
que in vivo, comme resume dans le Tableau III ci-dessous: 



TABLEAU III 
Palais post-gref fe 



clones 


1 

semaine 


3 

semaines 


8 

semaines 


12 
mois 


NGF 4 


effet 


0/5 




5/5 


1/5 


0/2 




biologique 














NGF mRNA 


2/2 




2/2 


0/2 






Hoechst+/n 


5/5 




5/5 


5/5 


2/2 


NGF 4 


effet 






0/4 






(Thalamus) biologique 












NGF 2 


effet 


0/5 




4/5 


0/5 


0/5 




biologique 














NGF mRNA 


2/2 




2/2 


0/2 






Hoechst+/n 


5/5 




5/5 


5/5 


3/3 



• effet biologique: nombre de cerveaux ou une croisance 
neuritique a ete observee autour du greffon RBE/NGF par 
rapport au nombre total de cerveaux greff^s. 

• NGF mRNA: nombre de cerveaux ou les transcripts du NGF 
15 ont pu etre detectes par hybridation in situ par rapport 

au nombre total de cerveaux traites. 

• Hoechst+/n: nombre d'animaux ou des cellules endothe- 
liales premarquees au Hoechst ont £te detectees par 
rapport au nombre total d'animaux traites. 

20 6) Tolerance immunologique . 

Pour pouvoir etudier la reaction immunologique 
de l'h6te vis-a-vis des lignees de cellules endotheliales 
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greffees, des marquages immunohistochimiques ont ete rea- 
lisees, utilisant des marqueurs de macrophages, du 
complexe majeur d' histocompatibility et des lymphocytes. 

A une semaine, on observe une infiltration de 
5 macrophages au niveau du site de transplantation, avec 
une diminution de leur presence avec le temps. 

Cette infiltration est liee au traumatisme 
chirurgical dQ a la transplantation. 

Cependant, aucune infiltration par des lympho- 
10 cytes n'est observee, meme un mois apres la transplanta- 
tion . 

Ces donnees suggerent que de telles greffes 
sont bien tolerees par l'hote, qui ne developpe pas de 
reaction de rejet aigue vis-a-vis des differentes lignees 

15 de cellules endotheliales greffees. 

Les donnees ci-dessus montrent qu'aussi bien 
les cellules RBE4 seules que les cellules RBEZ et les 
cellules RBE/NGF, survivent et s ' integrent apres greffes . 
Les cellules RBEZ et RBE/NGF sont capables d'exprimer 

20 et/ou de secreter le produit dudit transgene qui, dans le 
cas du NGF, a la capacite d'induire un effet biologique 
dans le cerveau. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 
1 ' invention ne se limite nullement a ceux de ses modes de 

25 mise en oeuvre, de realisation et d' application qui vien- 
nent d'etre decrits de fagon plus explicite ; elle en em- 
brasse au contraire toutes les variantes qui peuvent ve- 
nir a 1' esprit du technicien en la matiere, sans 
s ' ecarter du cadre, ni de la portee, de la presente in- 

30 vention. 



BNSOOCID: <WO_$611278A1JU> 



WO 96/11278 



34 PCT/FR95/01313 
No 4o IM 4«m*Atf« tfltornotfoAoJ ; PCT/ 



MICRO-ORGANISMES 

a. lOcnnncATYCM ou Iwt • 

Collection Nationale de Cultures de Microorganismes 
28 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS C£D£X 15 



Ott* 4m 4 


4pM • 






10 octobre 1994 


1-1481 



S. INDICATIONS SUPPlf MtMTAIIIf S ' U »• r«m#Mr «w« »1 A*c»«Mir«>. U«« •«»«'•• t«1 f«iftt« »•«' (• #• CM 



"En ce qui concerne les designations dans lesquelles un 
brevet europ^en est demand^, un 6chantillon du micro- 
organisme d6pos6 ne sera accessible, jusqu'a la publication 
de la mention de la d61ivrance du brevet europ^en ou 
jusqu'a la date a laquelle la demande sera rejet6e, retiree 
ou reputfce retiree, que par la remise d' un £chantillon a un 
expert d6sign6 par le requ6rant . (regie 2 8.4) de la CBE) w . 

C iTATt OMlOMS POM L*tQUIl« 44ft INDICATION* ftONT DOMNttB • Ui to* i*4tc*tt*A» <* m«K Ml i W w mm 

to* tUf • U 



O. INDICATION* FOUHftltS llPAMllllHT •<«(*• nw >l » ««• N 



> 



BNSOOCtD: <WO__J961 127B*1JL> 



WO 96/11278 



35 PCT/FR95/01313 
No M H d*m*Ad« tm»rfi«ttoA«l« : PC 1 * 



MtCRO-ORGANISMES 



1 9 



0 »*t— ***** — m •«« «w *— — t w iiw — w i »Q 



«• MM* 4 



Collection Nationale de Cultures de Microorganismes 



28 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS CEDEX 15 



Oftlt 4m 44mm * 



10 octobre 1994 



Pf €*4r% ♦ 



1-1482 



"En ce qui concerne les designations dans lesquelles un 
brevet europ6en est demand^, un 6chantillon du micro- 
organisme d£pos6 ne sera accessible, jusqu'd la publication 
de la mention de la d61ivrance du brevet europ&en ou 
jusqu' £ la date a laquelle la demande sera rejet£e, retiree 
ou r£put6e retiree, que par la remise d' un 6chantiilon & un 
expert d6sign6 par le requ6rant . (r^gle 28.4) de la CBE) " . 



c rrATS otfaiOMti f oun cisoutu us indication* •omi domIii • <* »• ~ ~« < 



o. u 



*l« ««»••♦« <* ««nlUr Mr tiff*** 




^•rmyiair* ^CT/fl HM iJinrim 11*1) 



BNSOOCfD: <WO_961 1 278A1 JL> 



WO 96/11278 



36 



PCT/FR95/01313 



LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES : 

{ i ) DEPOSANT : 

(A) NOM: NEUROTECH SA 

(B) RUE: 69 rue de Lourtnel 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 7 5015 

(A) NOM: CHAVEROT Nathalie 

(B) RUE: 10 rue Jeanne d'Arc 

(C) VXLLE : Paris 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75013 

(A) NOM: COURAUD Pierre-Olivier 

(B) RUE: 9 rue du Perray 

(C) VILLE: AUFFARGIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 78610 

(A) NOM: LATERRA John 

(B) RUE: 608 Hastings Road 

(C) VILLE: BALTIMORE 

<D) ETAT OU PROVINCE: MARYLAND 

(E) PAYS: U.S.A. 

(F) CODE POSTAL: 21286 

(A) NOM: QUINONERO Jerome 

(B) RUE: 5 cours du Luzard 

(C) VILLE : NOISIEL 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 77186 

(A) NOM: ROUX Francoise 

(B) RUE: 27 avenue d'ltalie 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75013 

(A) NOM: STROSBERG Arthur Donny 

(B) RUE: 66 rue de Javel 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75015 

(A) NOM: TCHELINGERIAN Jean-Leon 

(B) RUE: 44 rue de la Butte aux Cailles 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75013 

(A) NOM : VTGNAIS Lionel 

<B) RUE: 14 rue Domremy 

(C) VILLE : PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75013 

(ii) TITRE DE L f INVENTION: LIGNEES IMMORTAL I SEES DE CELLULES 
ENDOTHELIALES CEREBRALES ET LEURS APPLICATIONS AU 
TRAITEMENT DE DIFFERENTS TROUBLES OU MALADIES PR I MAI RES ET 
SECONDAIRES , NEUROLOGIQUES OU PSYCHIATRIQUES . 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 3 
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(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR : 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D * EXPLOITATION: PC-DOS /MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0 , Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 48 paires de bases 

(B) TYPE: ' nucl , otide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lin,aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



<xi> DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO : 1: 
CTGCTTCTCA TCTGTTGTCA ACGCCTTGAC GAAGGTGTGA GTCGTGGT 4 8 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NOj 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2 4 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin,aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g,nomique) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 2: 
CGACTCCTGG AGCCCGTCAG TATC 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE; 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin,aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : ADN <g, noma que) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
GACCACTGAT ATCCTGTCTT TAAC 
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REVEND I CAT I ON S 
1°) Lignees de cellules endotheliales de mam- 
miferes, caracterisees : 

. en ce qu'elles sont constituees par des cel- 
5 lules endotheliales cerebrales immortalisees , presentant au 
moins 1 ' une des caracteristiques suivantes des cellules 
endotheliales cerebrales dif f erenciees , de maniere stable : 

- 1' expression de marqueurs endotheliaux, 

- la secretion de substances vasoactives, 

10 - 1' expression de molecules du complexe majeur 

d' histocompatibility (CMH) , 

- 1' expression de recepteurs hormonaux, et 

- 1' existence de jonctions serrees, 

. en ce qu'elles comprennent un fragment d'acide 
15 nucleique comprenant au moins un fragment immortal isant 
d'un oncogene viral ou cellulaire, eventuellement associe a 
au moins un gene de selection, et un vecteur d 1 expression 
comprenant une sequence codant pour un polypeptide, une 
proteine ou un vecteur viral, eventuellement associe a au 
20 moins un gene de selection et eventuellement au moins un 
gene marqueur et 

• en ce qu'elles sont capables in vivo de s ' in- 
tegrer aux vaisseaux cerebraux d'un mammifere hote et de 
produire ledit polypeptide, ladite proteine ou ledit vec- 
25 teur viral . 

2° ) Lignees de cellules endotheliales selon la 
revendication 1, caracterisees en ce que le fragment 
d'acide nucleique comprenant au moins un fragment immor- 
talisant d'un oncogene contient le gene de la resistance a 

30 la neomycine et un fragment de 1* oncogene T de SV40. 

3°) Lignees de cellules endotheliales selon la 
revendication 1, caracterisees en ce que le fragment 
d'acide nucleique comprenant au moins un fragment immor- 
talisant d'un oncogene contient la region precoce E1A du 

35 genome de 1 ' adenovirus 2 et le gene de resistance a la neo- 
mycine . 

4°) Lignees de cellules endotheliales selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterisees en 
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ce que ledit vecteur d' expression est un vecteur 
retroviral, notamment un vecteur MFG. 

5°) Lignees de cellules endotheliales selon la 
revendications 4, caracterisees en ce que le vecteur re- 
5 troviral est un vecteur MFG-NB. 

6°) Lignees de cellules endotheliales selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 5, caracterisees en 
ce que la sequence codant pour un polypeptide ou une pro- 
teine est selectionnee parmi les sequences codant pour : 

10 des enzymes, des inhibiteurs d' enzymes, des cytokines, des 
neurotrophines , des neurotransmetteurs , des facteurs de 
croissance, des toxines, des antimetabolites, des neuro- 
hormones, des gangliosides, des antibiotiques , des facteurs 
thrombolytiques , des facteurs coagulants, des facteurs 

15 vasodilatateurs ou vasoconstricteurs , des facteurs hypo- ou 
hypercholesterolemiants , des facteurs hyper- ou 

hypoglycemiants . 

7°) Lignees de cellules endotheliales selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 6, caracterisees en 

20 ce qu'elles sont constitutes de cellules endotheliales de 
capillaires cerebraux . 

8°) Lignees de cellules endotheliales selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 7, caracterisees en 
ce qu'elles comprennent avantageusement , en tant que frag- 

25 ment immortalisant , la region precoce E1A du genome de 
1* adenovirus 2 et le gene de resistance a la neomycine et 
en tant que vecteur d' expression, un vecteur retroviral 
MFG-NB contenant le gene nls-lacZ codant pour la {}— ga- 
lactosidase . 

30 9°) Lignee de cellules endotheliales selon la 

revendications 8, caracterisee en ce qu'elle a ete deposee 
sous le n° 1-1481 en date du 10 octobre 1994 aupres de la 
Collection Nationale de Cultures de Micro-organismes tenue 
par l'Institut Pasteur. 

35 10°) Lignee de cellules endotheliales selon 

l'une quelconque des revendications 1 a 7, caracterisee en 
ce qu'elles comprennent avantageusement, en tant que frag- 
ment immortalisant, la region precoce E1A du genome de 
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1' adenovirus 2 et le gene de resistance a la neomycine et 
en tant que vecteur d' expression, un vecteur retroviral 
pMMuLVisisNGF codant pour le 0NGF murin . 

11°) Lignee de cellules endotheliales selon la 
5 revendication 10, caracterisee en ce gu'elle a ete deposee 
sous le n° 1-1482 en date du 10 octobre 1994 aupres de la 
Collection Nationale de Cultures de Micro-organismes tenue 
par 1 ' Institut Pasteur . 

12°) Compositions, caracterisees en ce qu'elles 
10 comprennent au moins une lignee de cellules endotheliales 
cerebrales selon l'une quelconque des revendications 1 a 
11, associee a au moins un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable . 

13°) Compositions selon la revendication 12, 
15 caracterisees en ce qu'elles contiennent de preference 
entre 10* et 10 5 cellules endotheliales/pil . 

14°) Procede d'obtention d'une lignee cellulaire 
modifiee selon l'une quelconque des revendications 1 a 11, 
lequel procede est caracterise en ce que: 
20 (1) on realise une premiere transfection par : 

- culture de cellules endotheliales cerebrales, 
de preference de microvaisseaux cerebraux dans un milieu de 
culture convenable, supplements en serum et en facteurs de 
croissance, 

25 - transfection desdites cellules entre le 2eme 

et le 6eme passage avec un fragment d'acide nucleique com- 
prenant au moins un fragment immortalisant d'un oncogene 
viral ou cellulaire et eventuellement au moins un gene de 
selection, notamment un gene codant pour la resistance a un 

30 antibiotique , 

selection des cellules transfectees sur un 
milieu de selection adapte audit gene de selection, si 
necessaire, 

(2) puis on realise une transfection des eel- 
35 lules obtenues en (1) avec un vecteur d' expression conte- 
nant la sequence de polypeptide ou de proteine a produire 
ou un vecteur viral a exprimer . 
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15°) Procede selon la revendication 14, carac- 
terise en ce que la trans fection de 1'etape (2) est reali- 
see avec un vecteur retroviral , de preference un vecteur 
MFG dans lequel la sequence codant pour la proteine a 
5 exprimer a ete prealablement incorporee. 

16°) Utilisation des lignees de cellules endo- 
theliales de mammiferes, constitutes par des cellules en- 
dothelials cerebrales immortalisees , comprenant un frag- 
ment d'acide nucleique incluant au moins un fragment im- 

10 mortalisant d*un oncogene viral ou cellulaire, eventuelle- 
ment associe a au moins un gene de selection, et eventuel- 
lement un vecteur d' expression comprenant une sequence 
codant pour un polypeptide, une proteine ou un vecteur 
viral, eventuellement associe a au moins un gene de 

15 selection et eventuellement au moins un gene marqueur, pour 
l'obtention d'un medicament pour le traitement des troubles 
ou maladies primaires et secondaires neurologiques ou 
psychiatriques , y compris les tumeurs cerebrales. 

17°) Utilisation selon la revendication 16, 

20 caracterisee en ce que ladite lignee de cellules endothe- 
liales est la lignee de cellules endotheliales cerebrales 
immortalisees, deposees sous le n° 1-1142, aupres de la 
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes . 

18°) Utilisation selon la revendication 16, 

25 caracterisee en ce que ladite lignee de cellules endothe- 
liales est une des lignees de cellules endotheliales cere- 
brales selon 1'une quelconque des revendications 1 a 11. 

19°) Application des lignees de cellules endo- 
theliales de mammiferes, constitutes par des cellules en- 

30 dotheliales cerebrales immortalisees, comprenant un frag- 
ment d'acide nucleique incluant au moins un fragment im- 
mortalisant d'un oncogene viral ou cellulaire, eventuelle- 
ment associe a au moins un gene de selection, et eventuel- 
lement un vecteur d' expression comprenant une sequence 

35 codant pour un polypeptide, une proteine ou un vecteur 
viral, eventuellement associe a au moins un gene de 
selection et eventuellement au moins un gene marqueur, pour 
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l'obtention d'un medicament pour stimuler la croissance et 
la reproduction des animaux d'elevage. 

20°) Modele d' etude de 1 ' integration cerebrale 
de cellules vectrices de substances actives, au niveau du 
5 cerveau, caracterise en ce qu'il comprend une lignee cel- 
lulaire selon la revendication 8 ou la revendication 9. 
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